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Abstract (Basic): DE 19628895 A 

New bioactive metal RNA polypeptide (RNP) has an RNA component including the sequence 
(I) and a polypeptide component having the sequence (A): AAAGAGAAAG CUGCUCCGAAG 
NCAG (I); TKLEDHLEG IINIFHQYSV RLGHYDTLI KRELKQLIT KELPNTLKN 
TKDQOTEDK EFQNLDANQ DEQVSFKEF VVLVTDVLI TAHDNTHKE (A). 

USE - The RNP (or anti-RNP immunoglobulins) can be used for modulating and/or analysing 
angiogenesis and the vascular state of mammalian tissue (claimed), for transfer of genetic 
information in cells and for selectively altering the nucleic acid content of cells. 
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@ Metallhaltige Ribonukleotidpolypeptide 

@ Die Erfindung betrifft bioaktive kupfer-, zink- oder calct- 
umhaltige Ribonukleopolypeptide (RNP). Diese sind nicht- 
mitogene Morphogene fur BlutgefaBe von definierter Pri- 
marstruktur zur interzellularen Kommunikation mit geneti- 
scher Information. Zn/Ca/Cu-RNP konnen enzymatisch Nu- 
kiernsauren roguJiert hydrolysieren (reguiierte Nukieaseakti- 
vitat) und uber Zn/Ca/Cu-Metallionengehalte als "molekula- 
re Schalter" in ihrer gegenseitigon Bioaktivitat moduliert und 
reguliert warden. Die Verbindungen regen selektiv das 
Richtungswachstum bzw. die Morphogenese von Blutgefa- 
Sen in vivo und in vitro an und fuhren zu einer Neovaskulari- 
siarung von Geweben. Die Erfindung betrifft ferner eln 
Verfahren zur Hersteliung und Gewinnung der RNP sowie 
ihre Verwendung und Arzneimittel. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft metallhaitige RibonukJeotidpoIypeptide (RNP) sowie ein Verfahren zu 
deren Herstellung, deren Verwendung und Arzneimittel, die Ribonukleotidpolypeptide brw. Antikorper gegen 
Ribonukleotidpolypeptide und/oder deren molekularbiologische Aquivalenzstrukturen und/oder Teile und/ 
oder Derivate enthalten. 

Die Gewebehomeostase des Korpers, seiner Organe und Gewebe ist abhangig von Regulationsmechanismen 
der Angiogenese (Lateral- und Richtungswachstum der BlutgefaBkapillaren). Sie beeinfluBt sowohl die Gewebe- 
reparatur und Wundheilung, Gewebeneubildung in der Embryogenese und den Reproduktionszyklen als auch 
das Anwachsen, die Riickbildung und die Zerstorung von Tumoren, Transplantanten und gefaBversorgten und 
gefaBfreien Geweben. 

Bisher wurden noch keine nichtmitogenen Mediatoren gefunden, mit denen eine Beeinflussung der Gewebe- 
homeostase moglich ist, dL h. Induktion und Regulierung des GefaBwachstums. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, einen nichtmitogenen Mediator der Gewebehomeostase 
bereitzustellen, mit dem vorrangig die Gewebereparatur, Wundheilung, Angiogenese und Neovaskularisierung 
beeinfluBt werden kann. Aufgabe der Erfindung ist weiter die Bereitstellung eines Verfahrens zur Hersteflung 
der nichtmitogenen Mediatoren sowie eines Arzneimittels, das diesen nichtmitogenen Mediator enthalt. 

Gelost wird diese Aufgabe durch ein bioaktives Ribonukleotidpolypeptid gemaB Patentanspruch 1, durch ein 
Verfahren gernaB Patentanspruch 5 bzw. 26, durch ein Arzneimittel gemaB Patentanspruch 28 oder 29 sowie 
durch die Verwendung gemaB Patentanspruch 30 oder 31. 

Von den Erfindern wurde gefunden, daB es nichtmitogene zellulare Mediatoren auf Nukleinsaurebasis mit 
definierter Sequenz gibt, die spezifisch die Bildung von BlutgefaBen in vivo und in vitro verursachen kdnnen und 
biologisch spezifische, nattirlich wirkende nichtmitogene Mediatoren der Angiogenese bzw. des Richtungs- 
wachs turns von BlutgefaBsprossen darstellen. 

Die von den Erfindern erstmals nachgewiesene neue Klasse zellularer Morphogene fur Endothelzellen liegt in 
Form bioaktiver Metall-Ribonukleotidpeptide (RNP) vor. Das Metall kann vorzugsweise Calcium, Kupfer oder 
Zink sein. 

Im RNA-Teil enthalten sie unter anderem folgende Sequenz der Nukleotide oder Teile oder Derivate davon: 

AAAGAGAAAGCUGCUCCGAAGNCAG 

Im Proteinteil enthalten sie unter anderem die folgende Proteinsequenz: 

NH2-TKLEDHLEGIINIFMQYSVRLG 
HYDTIJKRELKQLITKELPNTLKN 
TKDQGTIDKIFQNLDANQDEQVSF 
KEFWLVTD VLITAMDMHKE - CO OH 

ErfindungsgemaB sollen die Sequenzen so verstanden werden, daB auch RNP darunter fallen, bei denen im 
RNA-Teil und/oder Proteinteil Austausche von Nukleotiden und/oder Aminosauren gegenuber den oben 
gezeigten Sequenzen stattgefunden haben bzw. daB nur Teile der obigen Sequenzen vorhanden sind 

Die Erfindung betrifft auch DNA, kodierend fur die oben genannten Aminosauren, wobei die DNA umfaBt: 

(a) die nachfolgende DNA oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare unterschiedliche DNA, 



Reverse translated 1-91 

TKLBDHLBCIIW-IPHQYSVR 20 

LGHYDTLIKRSiKQLITICEIi 40 
CTGGGCCACTM^CACC^ 

cccaacacccrGaac^ 

D'ANQDEQVS FKB FVYLVTDV 80 

LITAHDNIHKE 91 
CTG^CAC^GCCCATGACAACATCCACAAGGAG 

oder 

(b) eine mit der DNA von (a) hydridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) Qber den degenerierten genetischen Code verwandte DNA- 



Die im RNA-Teil enthaltenen Nukleotide wurde in DNA ubersetzt: 
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CTCtfCTTCGGNGCNGCTTTCTCTTT 

Die erfindungsgemaBen RNP sind weiter durch folgende Eigenschaften gekennzeichnet: 



to 



a) biologische Wirkungen in vitro und in vivo: 

— zellselektive raorphogene Wirkung in vitro auf isolierte, primare und/oder klonierte Blutkapillarendot- 
heizellen in Kultur zur nichtmitogenen Induktion der Anderung des Zellphanotyps aus dem konfluenten 
Zustand, zur nichtmitogenen Anderung und Erhohung der Zellwanderungsfahigkeit und zur nichtmitoge- 
nen Anderung der spatiotemporalen suprazellularen Organisation der Zellen zu dreidimensionalen orga- is 
noiden, kapiUarahnlichen Strukturen in Kultur; 

— spezifische chemotropische Wirkung auf BlutgefaBe in vivo; 

— Induktion eines Richtungswachstums (Chemotropismus) von BIutgefaBen in vivo; 

— wahrend des Sprossungsstadiurns in vivo haben die Spitz en der wachsenden Kapillaren erhohte Permea- 
bilitat; 20 

— Induktion einer Neovaskularisierung von Geweben durch gerichtetes Einwachsen von BIutgefaBen; 

— LD50 nicht bestimmbar, da keine letalen Wirkungen; 

— keine Mobilisierung adulter oder juveniler Leukozyten (keine Leukozytose- oder Linksverschiebungsre- 
aktionen) in vivo; 

— keine direkte Aktivitat auf glatte Muskulatur in vitro; 25 

— keine spasmogene Aktivitat auf glatte Muskulatur in vitro; 

— keine spasmogene Aktivitat auf gestreifte Muskulatur in vitro; 

— keine endotoxingleichen oder -ahnlichen Wirkungen in vivo und in vitro; 

— keine cheraische Anlockung (Cherao taxis) von Leukozyten in vitro; 

— keine positive oder negative chemokinetische Wirkung auf Leukozyten in vitro; 30 

— keine phagozytosestimulierende Wirkung auf Leukozyten in vitro; 

— keine ersichtlichen Schock- oder andere systemisch abtraglichen Wirkungen vom Soforttyp oder protra- 
hierten Typ im Gesamtorganismus in vivo; 

— keine Lysewirkungen auf Erythrozyten, Thrombozyten, Leukozyten, Endothelzellen und Fibroblasten in 
vitro; 35 

— keine signifikante pyrogene Wirkung in vivo; 

— keine direkte Kapillarpeiroeabilitats erhohung im Hauttest in vivo; 

— keine mitogene Wirkung auf Leukozyten, Fibroblasten und Endothelzellen in vitro ; 

— Zn/Cu/Ca— RNP kdnnen regulierte und selektive Nukleasewirkung entfaJten und iiber Zn/Cu/Ca-Me- 
tallionengehalte als "molekulare Schalter" in ihrer gegenseitigen Bioaktivitat moduliert und reguliert wer- 40 
den. 



b) physikalisch-chemische und chemisch-strukturelle Eigenschaften 

— typische Eigenschaften einer Ribonukleinsaure (RNA) im Komplex des RNP rait Polypeptid (Protein) 45 
und Kupfer-, Zink- und Calciumionen, 

— typische Proteineigenschaften und Proteinreaktionen des Polypeptidteiles (Folin- und Biuretreaktion) im 
Komplex des RNP mit RNA und Kupfer-, Zink- und Calciumionen, 

— Schmeizpunkt etwa 200° C (Zers. unter Luf t- und Sauerstof fausschluB); 

— bei der Hydrolyse von z. B. CuRNP im 5NHC1, 150 °Q 1 h wird das Kupferion freigesetzt und kann als so 
gelbes, sich schwarzendes Kupfer-l-oxid abgetrennt werden; 

— sie konnen entstehen als zellulare Mediatoren; 

— elektrophoretische Wanderung bei pH 7,40 in Acrylamidmatrizen: anodisch oder als breite Verteilung 
uber die ganze Laufstrecke (anomales hydrodynarnisches Verhalten); 

— loslich in waBrigen Medien einschlieBIich 20% Athanol bei einem pH-Wert von mindestens 4,0 bis 10; 55 

— konstanter Temperaturkoeffizient der Loslichkeit in Ammoniumsulfatlosungen zwischen — 10° C und 
+ 50°C; 

— sie enthalten unter anderem die Aminosauren im Poiypeptidteil des RNP: Alanin (A), Asparaginsaure 
(D), Glutaminsaure (E), Glycin (G% Isoleucin (I), Lysin (K), Leucin (L), Prolin (P), Arginin (R), Serin (S), 
Theonin (TX Valin (V), Tyrosin (Y); 60 

— sie sind am 5'-Ende der Nukleotidsequenz im RNA-Teil des RNP durch einen Phosphatrest blockiert; 

— sie enthalten mindestens ein Kupferion im RNP- Komplex; 

— sie enthalten modifizierte Basen im RNA-Teil des RNP, von denen mindestens eine durch Isoguanosin 
reprasentiert werden kann; 

— Adsorptionsspektrum(UV, sichtbarer und naher IR-Bereich) nukleinsaurentypisch 65 

(E26O nm 2: E28O rnn); 
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— Molekularmasse des nativen RNP (Prirnarstruktur): etwa 40'000 Daltons (kleinstes gemeinsames Vlelfa- 
ches der RNP-Komponenten); 

— keine Proteinquartarstruktur im Proteinteil des RNP in Form physikalisch gebundener Peptidunterein- 
. heiten, das native Protein besteht nur aus einer Peptideinheit (kleinstes gemeinsames Vielfaches der RNP- 

5 Einheit); 

— loslich in einer Ammoniumsulfatldsung bei einer Sattigung von 90% (3,6 mol/1); 

— sie verhalten sich hydrodynarnisch anormal, so daB das hydrodynamische Aquivalent der Molekularmas- 
se etwa 20-fach kleiner erscheint als die wirkliche Molekularmasse der Komponenten in Form des kleinsten 
gemeinsanien Vielfachen der Komponenten, soweit bestimmbar durch gelchromatographische, elektropho- 

io retische und Membranmethoden; 

— sie permeieren deshalb durch Membranen mit einer nominalen RQckhaltgrenze von > 1000 Dal ton; 

— sie adsorbieren reversibel in Struktur und biologischer Aktivitat an Anionen- und Kationentauschern, 
Calciumphosphatgel und Hydroxylapatit und konnen nativ der Volumenverteilungschromatographie unter- 
worfen werden. 

15 

Die bioaktiven RNP der Erfindung sind zellulare Entzundungs- und Wundheilungsmediatoren rait topobio- 
chemisch und biologisch spezifischer Wirkung. Ihre biologische Aufgabe ist die Induzierung und Regulierung 
des nichtmitogenen GefaBrichtungswachstums. Dies kann zur Neovaskularisiening von Gewebe fuhren. Sie 
entstehen in vitro bei der Kultur von Leukozyten oder in vivo bei der Ansaramlung von Leukozyten am 

20 Entzundungsort neben einer Vielzahl anderer Hormone und Mediatoren. 

Die erfindungsgemaB hergestellten und gewonnenen bioaktiven RNP-Morphogene stellen wertvolle k6rper- 
eigene Wirkstoffe dar. Sie konnen beispielsweise zur Beeinflussung des vaskularen Status von Geweben (z. B. 
Henzmuskelgewebe, Skelettmuskelgewebe, Lunge, Wundheilung, Reproduktionszyklen, Embryogenese und 
Transplantationen) verwendet werden. Eine weitere Verwendungsmoglichkeit ist die Hers tellung von Hemm- 

25 stoffen der unerwunschten Angiogenese und Neovaskularisierung von Geweben bei pathologischen Erschei- 
nungen bei der Tuberkulose, Diabetes, Tumoren, Reproduktionszyklen und Gewebetransplantationen. Als 
parakrin wirkende Mediatoren kdnnen sie genetische Informationen von Zelle zu Zelle iibertragen ("shutteln"). 
Sie konnen damit auch in der Genbiotechnik zur Obertragung genetischer Information mit einem optimierten 
Nukleinsaurenanteil (Tiorizontaler Transfer") und mit enzymatischen Wirkungen (Nukleaseaktivitat) zur Beein- 

30 flussung des Nukleinsauregehaltes und der zellularen Funktionen (z. B. Diff erenzierung) angewendet werden. 

Die bioaktiven RNP-Morphogene der Erfindung konnen einzeln oder als Gemisch in Form ublicher Arznei- 
mittel lokal bei Saugern, z. B. Menschen, in einer Menge von > 1 fmol in Konzentration > 10 pmolA gegeben 
werden. Die Schwellendosis der Wirksamkeit in vivo betragt > 50 fmol, vorzugsweise 2J5 fmoL Diese Arzneimit- 
tel eignen sich zur spezifischen Beeinflussung der Angiomorphogenese und des vaskularen Zustandes eines 

35 Gewebes des Korpers eines Saugers. Diese Arzneimittel konnen zur Erfullung der gleichen Aufgaben auch 
mindestens ein anti-RNP-Immunglobulin und/oder molekularbiologische Aquivalenzstrulcturen enthalten. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung und Gewinnung der bioakdven RNP-Morp- 
hogene der Zellen des retikulo-endothelialen Systems, der Leukozyten und des EntzQndungsgewebes, das 
dadurch gekennzeichnet ist, daB man die Zellen, z. B. Leukozyten oder Entzundungsgewebe homogenisiert oder 

40 Leukozyten kultiviert und die entstandenen RNP-Morphogene aus den Homogenaten oder aus der uberstehen- 
den Kulturlosung gewinnt 

Grundsatzlich ist es auch mSglich, die Zellen, z. B. Leukozyten, auf Mediatoren direkt ohne Kultur aufzuarbei- 
ten. 

Die Kultur der Zellen (Leukozyten) kann grundsatzlich in jedem die Zellen (Leukozyten) erhaltenen Medium 
45 durchgefuhrt werden. 

Zur Kultur von Zellen, wie Leukozyten, wird den Kulturmedien bei einer geplanten Dauer der Kultur uber 1 
Stunde meist Serum, beispielsweise Kalbsserum oder Pferdeserum, zugesetzt, da die Serumbestandteile fur die 
Erhaitung der Lebensfunktionen der Zellen gunstig sind Wenn jedoch die semmhaltige Kulturldsung auf 
Proteine (Mediatoren) aufgearbeitet werden soil, die durch die Kultur erzeugt werden, bereitet die Gewinnung 

so der meist nur in geringen Konzentrationen enthaltenen Produktproteine wegen der Vielzahl der aus dera Serum 
stammenden fremden Proteine groBe Schwierigkeiten, AuBerdem kann dabei nicbt mit Sicherheit festgestellt 
werden, ob ein bestimmter Mediator humoraler oder zellularen Ursprungs ist und von welcher Spezies er 
stammt; d h. ob er ein Mediator der Spezies ist, deren Zellen kultiviert wurden, oder der Spezies, von der das 
verwendete (meist heterologe) Serum stammt 

55 Das erfindungsgemaB bevorzugt verwendete vollsynthetische Zellkulturmedium enthalt die Qblichen Stoff- 
gruppen, wie Salze, Zucker, Aminosauren, Nucleoside und Nucleosidbasen, Vitamine, Vltarainoide, Coenzyme 
und/oder Steroide in waBriger Losung. Es ist dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich einen oder ein Gemisch 
von mehreren Stoffen enthalt, die sich als besonders wertvoll fur die Lebensfahigkeit und das Wachstum der 
Leukozyten und ihre Fahigkeit zur Mediatorproduktion erweisen. Zu diesen Stoffen gehdren ungesattigte 

6o Fettsauren, Flavonoide. Ubichinone, Vitamin C und Mevalolacton. 

Das Zellkulturmedium wird zur Iangerdauernden Zell- oder Leukozyten kultur vorzugsweise ohne Zusatz von 
Serum verwendet Start dessen erhalt es mindestens ein definiertes Protein, das in einer besonders bevorzugten 
AusfOhrungsform hochreines, molekular einheitliches Serumalbumin ist 

In weiteren bevorzugten Ausfiihrungsformen kann das erfindungsgemaB verwendete, vollsynthetische serum- 

65 freie Zellkulturmedium noch weitere, fur die Kultur von Leukozyten giinstige Verbindungen aus den Stoffklas- 
sen der Polyhydroxyverbindungen und Zucker, Aminosauren, Nucleoside, anionischen Verbindungen und/oder 
Vitamine, deren Verwendung in den bekannten Kulturmedien nicht ublich ist, enthalten. Die Bestandteile des 
erfindungsgemaB verwendeten Mediums sind in ihren Mengenverhaltnissen so aufeinander abgestellt, daB die 
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Konzentration der Komponenten im Medium weitgehend den naturlichen Konzentrationsbereichen des Plas- 
mas angepaBt sind; vgL Ciby-Geigy AG (Herausgeber) (1969) in Documenta Geigy, Wissenschaftliche Tabellen, 
7. Auflage Geigy SA„ Basel. 

Vorzugsweise ist das Zellkulturmedium frei von Tensiden, Schwermetallsalzen und Farbstoffen, die die Zellen 
schadigen und die Gewinnung der gewQnschten Zellprodukte aus der Kuiturlosung storen koiuien. 5 

Besonders bevorzugt ist fur die Kultur der ZeIIen/-Leukozyten im Verfahren der Erflndung des Zellkulturme- 
dium mit der in nachstehender Tabelle I angegebenen Zusammensetzung. 

Zur Herstellung des Mediums wird Wasser mit der ATM-l-Qualitat verwendet; vgL ASTM D-l 193-70 
Standard-Specification for Reagent Water 1970; Annual Book of ASTM-Standards, Easton Maryland, ASTM 
1970. Es ist daruber hinaus von moglichen Endotoxin-Kontaminationen durch Ultrafiltration an tensidfreien 10 
Membranen mit der AusschluBgrenze von 10000 Daltons befreit Das fertige Medium wird filters terilisiert an 
tensidfreien Membranen mit < 0,2 u,m PorengroBe. 

15 
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Tabelle 1 



5 


Nr. 


Komponente 


mol/1 




1 


KC1 


5,0 m 




2 


KH 2 P0 4 


0,2 m 


10 


3 


NaCl 


120,0 m 




4 


Na 2 HP0 4 


0,8 m 


15 


5 


Na 2 S0 4 


0,2 m 


6 


L-Ascorbinsaure 


0,2 m 




7 


Cholinchlorid 


50,0 /i 


20 


8 


2-Desoxy-D-ribose 


5,0 p 


9 


D-Galctose 


0,5 m 




10 


D-Glucose 


5,0 m 


25 


11 


D-Glucurono-7- lacton 


0,1 m 




12 


Glycerin 


50,0 fl 




13 


myo-Inosit 


0,5 m 


30 


14 


Na-Acetat 


0,2 m 




15 


Na-Citrat 


50,0 




16 


Na-Pyruvat 


0,1 m 


35 


17 


D-Ribose 


20,0 ii 




18 


Bernsteinsaure 


0,1 m 




19 


Xylit 


10,0 fl 


40 


20 


D-Xylose 


20,0 fx 




21 


CaCl 2 


2,0 m 


45 


22 


MgCl 2 


1,0 m 


23 


NaHC0 3 


10,0 m 




24 


Humanes Senimalbumin 


7,7 /i 


50 


25 


Penicillin 


1,0 fX 




26 


Streptomycin 


1,0 pi 




27 


L-Glutamin 


1,0 m 


55 


28 


L-AJLanin 


0,2 m 




29 


L-Asparagin 


0,1 m 




30 


L-Asparaginsaure 


0,1 m 


60 


31 


L-Glutaminsaure 


0,1 m 
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Nr. 


Komponente 


mol/1 




L ul ll i— dill .uijam w 


0 , 1 m 


3 2 


Give in 


0 f 2 m 




T — Pr*n 1 i n 


0,1 m 






0,1 m< 


3 5 


L— Axcfin in 


n i ti 

u , jl m 


J o 


4 fUuXnuucnZUcbaUre 


2 O u 


37 


L-cystem 


m 


3 8 


L$— rlxs^xcLxn 


n 1 m 
U; i m 


3 9 


L— riyajroxypiroxxn 


inn m 


40 


L— Isoleucxti 


u , z m 


41 


L— Leucin 


U , Z IE 




T — T trei >-i .IIP 1 

jj— ijy s xn— riU-L 


\J f & XXX. 


43 


L— Mettixonxn 


u , x m 


44 


L-Ornithin 


en « » 
jO f 0 /I 


45 


L-Piieny 1 a 1 anin 


0,1 HI 


46 


Sarcosin 




47 


Taurin 


0,1m 


48 


L-Tlxreonin 


0,2 m 


49 


L-Trypthophan 


50 , 0 /i 


50 


L-Tyr-osin 


O , X in 


51 


-Valxn 


r\ "i tti 
U , m 


52 


G lut;a t h i on r edu z x ert 




53 


Carnosin 




er vi 
D4 


nevaioiacton 


5 0 u 


55 


Adenin 


c a n f f 


56 


Adenosin 


D U , U /X 




LyLiain 




58 


Guanxn 


5,0 /l 


59 


Guanos in 


20,0 fj, 


60 


Hypoxanthin 


5,0 M 


61 


5-Methylcytosin 


5,0 M 



# 
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Nr. 


Komponente 


mol/l 


62 


Thymidin 


20,0 fi 


63 


Thymin 


5,0 fi 


64 


Uracil 


5,0 fi 


65 


Uridin 


20,0 ft 


66 


Xanthin 


5,0 fi 


67 


Biotin 


1,0 fi 


68 


D -Ca-pantothenat 


5,0 


69 


Ergocalcif erol 


0,5 fi 


70 


D, L-Carnitin 


50,0 ft 


71 


Folsaure 


5,0 fi 


72 


D , L-a-Liponsaure 


2,0 fi 


73 


Menadion 


0,2 fi 


74 


Nicotinsaureamid 


20,0 M 


75 


Pyridoxal-HCl 


5,0 Jtl 


76 


Pyr idoxin-HC 1 


2,0 fi 


77 


Riboflavin 


1/0 At 


78 


Rutin 


5,0 fi 


79 


Thiamin-HCl 


5,0 At 


80 


D , L-a-Tocophery lacetat 


I/O A* 


81 


Vitamin-A-acetat 


1,0 fi 


82 


Vitamin 


0,2 /i 


83 


Vitamin B12 


0,5 fi 


84 


Vitamin U 


1/0 A 


85 


Cho lesterin 


1/0 Ai 


86 


Coenzym-Qjo 


0,1 fi 


87 


Linolsaure 


1,0 A* 


88 


Linolensaure 


5,0 fi 


89 


Olsaure 


5,0 ^ 


90 


Athanol 


1,0 m 


91 


pH 7,10 




92 


Concanavalin A 


50,0 n 



Je nach der Art der gewunschten Produkte werden entweder gemischte Zell-/Leukozytenpopulationen oder 
einzelne Zell-/Leukozytenarten kultiviert Die Herstellung und Kultur der Zellen bzw. Leukozyten muB unter 
steriien Bedingungen erfolgen. Die Kuitur wird ausreichend lange Zeit durchgefuhrt, urn eine befriedigende 
Mediatorausbeute zu erhalten. Hierfur hat sich eine Dauer von etwa 10 bis 50 Stunden als geeignet erwiesen. Bei 
kurzeren Zeiten ist die Mediatorausbeute zu gering, so daB das Verfahren unwirtschaftlich ist Bei einer 
Kulturdauer uber etwa 50 Stunden ist andererseits das Medium erschopft und die Zellen beginnen abzusterben, 
so daB eine ErhShung der Ausbeute nicht mehr zu erwarten ist 

Die Kultur der Zellen bzw. Leukozyten wird bei einer Temperatur von etwa 30 bis 42° Q vorzugsweise von 
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etwa 37° C durchgefuhrt Bei niedrigeren Temperaturen ist der KuIturprozeB unbefriedigend, wahrend bei 
Temperaturen iiber 42° C die Zellen bzw. Leukozyten geschadigt werden. 

Die Kultur wird mit einer Konzentration von etwa 10 6 bis 5 x 10 8 Zellen/ml, vorzugsweise bis zu 10 7 bis 10 8 
Zeilen/ml durchgefuhrt Bei niedrigeren Zellkonzentrationen ist die Ausbeute pro Volumeneinheit der Kulturld- 
sung zu gering. Das Verfahren wird infoige zu grofier Kulturvolumina unwirtschaftlich. Bei Zellkonzentration 5 
Qber 5 x 10 8 Zellen/ml tritt sehr rasch Verarmung des Mediums an Nahrungsstoffen auf. 

Die Kultur kann an der Atmosphare durchgefuhrt werden. Vorzugsweise wird iiber die Kultur ein erhohter 
Kohlendioxidparitaldruck aufrecht erhalten, der bis etwa 10 VoI%, insbesondere bis etwa 2 Vol% reichen kann. 
Von groBer Bedeutung ist die Sauerstoffversorgung der Kultur. Sie kann beispielsweise durch EinJeiten von Luft 
sichergesteilt werden. Urn eine Kontaminierung der Kultur zu vermeiden, ist die zugefuhrte Luft vorzugsweise 10 
sterilisiert und hitzedekontaminiert, d h. von Endotoxinen und anderen organischen Bestandteilen befreit Die 
Losung kann wahrend der Kultur geruhrt oder geschiittelt werden. Als Zellstimulans wird vorzugsweise ein 
Lektin, vorzugsweise aus Canavalia ensiformis (Con A) eingesetzt 

Zur Beendigung der Kultur werden die Zellen bzw. Leukozyten von der Kulturl6sung abzentrifugiert, die 
anschlieBend auf die entstandenen Mediatoren aufgearbeitet wird. Um eine Schadigung der Zellen und damit 15 
eine Verunreinigung der Kulturldsung durch Zellbestandteile zu vermeiden, wird die Kultur bei verhaltnismafiig 
niedriger Beschleunigung, <± h. etwa 300 bis 400 x g, zentrifugiert Nach dem Abtrennen des GroBteils der 
Zellen vora Oberstand wird dieser zweckmaBigerweise bei hdherer Beschleunigung erneut zentrifugiert, urn 
restliche Schwebeteilchen zu entfernen. Die abgetrennten Zellen bzw. Leukozyten konnen entweder erneut 
kuitiviert, kryopraserviert oder einer anderen Verwendung zugefiihrt werden. 20 

AuBer durch Kultur von Leukozyten konnen die bioaktiven RNP-Morphogene der Erfmdung auch aus 
Entzundungsgewebe gewonnen werden, Dort entstehen sie durch die Ansammlung der Leukozyten infoige des 
durch die Gewebeschadigung ausgelosten Entzundungsprozesses. Das Entzundungsgewebe kann in ttblicher 
Weise gewonnen und fur die Preparation der RNP verwendet werden. Dazu wird das Entzundungsgewebe in 
Pufferldsung homogenisiert und die loslichen Bestandteile (Exsudat) werden von den unloslichen Strukturbe- 25 
standteilen des Gewebes getrennt 

Vorzugsweise wird entzundetes infarziertes Herzmuskelgewebe verwendet, welches durch Ligation des 
linken vorderen absteigenden Astes der linken Koronararterie mittels einer transfemoralen Kathedertechnik 
wahrend 24 Stunden gebildet wird. Der Leukozyten enthaltende, entzundete Herzmuskelteil wird bei 0 bis 4 0 C 
von nicht infarktiertem, gesunden Gewebe abgetrennt 30 

Fur die Isolierung und Gewinnung des bioaktiven RNP der Erfindung ist die Aufarbeitung eines sehr groBen 
Kulturlosungsvolumens erforderlich. Zu Beginn des Reinigungsverfahrens ist es deshalb aus praktischen Grun- 
den notwendig, eine moglichst effektive Verrainderung des zu behandelnden Volumens durchzufuhren. Die 
Kulturlosung enthalt neben den geringen Mengen an erzeugten Substanzen, darunter hauptsachlich Proteine, 
das Gemisch der Bestandteile des Mediums. Vorteilhafterweise wird deshalb im ersten Schritt der Reinigung 35 
eine Abtrennung der entstandenen Proteine von den Bestandteilen des Mediums und gleichzeitig von dem 
groBen Volumen der waSrigen Losung durchgefuhrt Dies kann durch eine selektive Aussalzung der Proteine 
aus der Kulturlosung bewirkt werden, die beispielsweise durch Zugabe eines Sulfates oder Phosphates erreicht 
wird. Nachstehend wird die Fallung der Proteine am Beispiel der Aussalzung durch Zugabe von Ammoniumsul- 
fat zu der Kulturlosung beschrieben. 40 

Durch Sattigung der Kulturlosung mit Ammoniumsulfat wird der GroBteil der entstandenen Proteine zusara- 
men mit gegebenenfalls enthaltenem Serumalbumin ausgefallt Nach dem Abtrennen des Substanznieder- 
schlags, beispielsweise durch 2^entrifugieren, kann dieser in der nachstehend beschriebenen Weise in seine 
einzelnen Komponenten aufgetrennt und die enthaltenen bioaktiven RNP gewonnen werden. Der erhaltene 
Oberstand enthalt neben den loslichen Bestandteilen des Mediums auch den in gesattigter Ammoniumsulfatlo- 45 
sung loslichen Teil der Substanzen, unter denen sich auch ein Teil der bioaktiven RNP befindet Der Oberstand 
wird konzentriert und die enthaltenen Substanzen werden daraus in der nachstehenden Weise gewonnen. Wenn 
die proteinhaltige Kulturldsung mit Ammoniumsulfat bis zur Sattigung versetzt wird, fallt der groBere Teil der 
begleitenden Proteine aus. Auf diese Weise wird ein Proteingemisch erhalten, das aus einer Anzahl verschiede- 
ner Proteine besteht und dessen Trennung in die einzelnen Komponenten infolgedessen muhsam ist In einer 50 
bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens der Erfindung wird das in der Kulturldsung enthaitene Protein- 
gemisch deshalb bereits in der Fallungsstufe in mehrere Fraktionen aufgetrennt Diese Auftrennung in mehrere 
Proteinfrakdonen ist moglich, da die einzelnen Proteine bei verschiedenen Aramoniumsulfatkonzentrationen 
ausgefallt werden. Vorzugsweise wird die Kulturlosung im Verfahren der Erfindung deshalb stufenweise mit 
Ammoniumsulfat bis zu bestimmten Sattigungsgraden versetzt, wobei in jeder Fraktion der Teil der Proteine 55 
ausfallt, dessen Loslichkeitsprodukt imterhalb des jeweiligen Sattigungsgrades liegt Durch geeignete Wahl der 
Satdgungsgrenzen der einzelnen Fraktionen kann im Verfahren der Erfindung eine grobe Auftrennung in 
Gruppen von Proteinen bereits bei der Fallung erzielt werden. 

Beispielsweise wird die Kulturldsung zunachst bis zu einer Sattigung von 35% mit Ammoniumsulfat versetzt 
Der erhaltene Proteinniederschlag wird abgetrennt Danach wird der Sattigungsgrad der uberstehenden Losung 60 
auf 45% erhoht Es bildet sich erneut ein Proteinniederschlag, der abgetrennt wird. AnschlieBend wird die 
uberstehende Losung auf einen Sattigungsgrad von 90% eingestellt Der dabei erhaltene Proteinniederschlag 
wird lebenfalls abgetrennt Die Gberstehende Losung dieser Fallung wird beispielsweise durch Entwasserungs- 
Dialyse oder Ultrafiltration konzentriert 

Die Salzfallung der Proteine wird ebenso wie die nachfolgende Reinigung vorzugsweise bei einer Temperarur 65 
von etwa 0 bis 10°C insbesondere etwa 0 bis 4° C durchgefuhrt Die fur die Reinigung verwendeten Losungen 
besitzen einen pH-Wert zwischen 5 und 9, insbesondere zwischen 6 und 8. Um eine pH-Konstanz der Losung zu 
erreichen, wird vor der Salzfallung vorzugsweise ein starker Puffer, z. B. 0,1 mol/l Phosphatpuffer, zugesetzt Zur 
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Aufrechterhaltung des Redoxpotentials der Proteine wird den Losungen vorzugsweise Cystein in einer Menge 
von 0,001 mol/1 zugesetzt Sterile Bedingungen fur die Proteinreinigung sind nicht erforderlich. 

Die bei der Salzfallung erhaltenen Proteine konnen nach Aufldsen in einem Proteine nicht schadigenden 
Medium direkt der nachstehend beschriebenen Reinigung und Auftrennung zugefuhrt werden. Der Cberstand 
der letzten Fallungsstufe wird konzentriert, beispielsweise durch Entwasserungsdialyse oder Ultrafiltration. 
Dabei werden alle Verbindungen mit einem Molekulargewicht von groBer als etwa 300 bis 500 Daltons, d. h. 
auch die Proteine und Peptide dieser Fraktion, als Retentat quantitativ erhalten. 

Die in der vorstehend beschriebenen Stufe erhaltenen Proteinfraktionen enthalten die bioaktiven RNP der 
Erfindung im Gemisch mit zahlreichen Fremdproteinen (andere sezernierte Proteine gegebenenfails Serumal- 
bumin und gegebenenfalls CON). Die Fremproteine Iiegen in den Gemischen in weit Gberwiegender Menge vor. 
Durch eine Reihe von Reinigungsschritten mussen die bioaktiven RNP angereichert und von den Fremdprotei- 
nen soweit befreit werden, daB diese ihre molekulare biologische Spezifitat nicht mehr storen. Die bioaktiven 
RNP selbst sind ebenfalls eine Stoffklasse, die in ihre einzelnen, spezifisch wirkenden Individuen aufgetrennt 
wird. 

AUgemein bestehen Reinigungsverfahren fur EiweiBkorper (Proteine) und andere Naturstoffe aus einer 
Sequenz kombinierter Trennungsverfahren, welche MoIekQlgroBen-, Ladungs-, Form-, Strukturstabilitats- und 
Molekuloberflachenbeschaffenheitsunterschiede zwischen dem gesuchten Wirkstoff und den begleitenden 
Fremdstoffen zur Trennung ausnutzen. Dementsprechend konnen zahlreiche Kombinationen verschiedenster 
Trennungsverfahren zur Reinigung eines Proteins erarbeitet werden. Fur die Handhabungseigenschaften, tech- 
nische Ausfuhrbarkeit, Automatisierbarkeit und Wirtschaftlichkeit eines Reinigungsverfahrens sowie fiir die 
Quaiitat des gesuchten Naturproduktes ist deshalb nicht allein die Art der verwendeten Trennungsschritte von 
Bedeutung, sondern insbesondere deren optimierte Gestaltung und deren sinnvoile Kombination in einer 
Reinigungssequenz innerhalb des Rahmens der Strukturstabilitat und der anderen Strukturparameter des 
gesuchten Wirkstoffes. Das heiBt auch, daB selbst die Benutzung gleicher oder ahnlicher Trennungsprinzipien (z 
.B. Molekularsiebfiltration, Dialyse, Ionenaustauschadsorption, usw.), aber in unterschiedlicher Kombination, fur 
die Handhabungsfahigkeit und Wirtschaftlichkeit des Reinigungsverfahrens entscheidend sein konnen. In be- 
stimmten Fallen ist die Benutzung oder Unterlassung einer einzigen Technik (z. B. Hydroxylapatitchromatogra- 
phie, Zonenprazipitationschromatographie, usw.) an einer bestimmten SteUe der Reinigungssequenz, oder inner- 
halb einer begrenzten Teilsequenz, von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Quality des gesuchten Wirkstof- 
fes sowie fur die Handhabungsfahigkeit und die Wirtschaftlichkeit seines Reinigungsverfahrens. Klar auf gezeigt 
werden diese allgemeinen Zusammenhange und Grundprinzipien der Naturstoffreinigung beispielsweise an der 
allgemein bekannten Tatsache, daB in einem wirtschaftlich vernunftigen und technisch handhabungsfahigen 
Naturstoffreinigungsverfahren ein saulenchromatographischer Reinigungsschritl oder ein Lyophilisierungs- 
schritt nicht sinnvoll ist, bevor das Gesamtausgangsvolumen oder die Ausgangskonzentration der begleitenden 
Fremdbestandteiie des Wirkstoffrohextraktes nicht auf mindestens 1/500 bis 1/1000 durch andere Verfahrens- 
schritte reduziert wurde. 

FQr die Reinigung der einzelnen Proteinfraktionen bieten sich eine Mehrzahl von an sich einzeln in der 
Biochemie bekannten Reinigungsschritten an. Beispiele fur solche Reinigungsschritte sind: Praparative und 
analytische Molekularsiebfiltration, Anionen- und Kationenaustauscherchromatographie, bzw. Eintopfadsorp- 
tionsverfahren, Chromatographic an Hydroxy! apatit, Zonenprazipitationschromatographie und Kreislauf- oder 
Kaskadenmolekularsiebfiitration. 

Bereits durch einmalige Durchfiihrung eines der genannten Reinigungsverfahren kann eine betrachtliche 
Menge an Begleitproteinen von den bioaktiven RNP abgetrennt werden. Jedoch haften die in den Fraktionen 
enthaltenen Substanzen trotz ihres verschiedenen Molekulargewichts haufig sehr stark aneinander. Sie werden 
beispielsweise in der Molekularsiebfiltration durch das Bestehen nicht idealer Gleichgewichte bei Proteinpoly- 
elektrolyten oft unvollstandig entsprechend ihrem Molekulargewicht getrennt Es empfielilt sich deshalb, minde- 
stens zwei der genannten Trennverfahren hintereinander durchzufuhren. Vorzugsweise werden die bioaktiven 
RNP enthaltenden Proteinfraktionen mindestens drei der genannten Reinigungsschritte nacheinander unterzo- 
gen. 

Alle Kombinationen der erwahnten Trennschritte sind Gegenstand des erfindungsgemaBen Verfahrens. Da- 
bei gehort es zum Kenntnisstand des Fachmanns, daB bestimmte Folgen von Trennschritten weniger sinnvoll 
sind als andere Kombinationen. Beispielsweise ist dem Fachmann bewuBt, daB bei Durchfiihrung einer prapara- 
tiven Molekularsiebfiltration nach einer analytischen Molekularsiebfiltration neben der unhandiichen Verfah- 
rensweise auch ein schiechteres Gesamtergebnis in Bezug auf die Trennwirkung erhalten wird als bei umgekehr- 
ter Reihenfolge. 

Die Molekularsiebfiltration bewirkt eine Auftrennung der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht 
Da ein iiberwiegender Teil der begleitenden Fremdproteine ein anderes Molekulargewicht als die bioaktiven 
RNP aufweist, kann ihre Abtrennung auf diese Weise erreicht werdea Fur die Trennung der Substanzen nach 
ihrem Molekulargewicht wird ein hydrophiles, in Wasser quellendes Molekularsieb verwendeL Beispiele fGr 
geeignete Molekularsiebe sind mit Epichlorhydrin vernetzte Dextrane (Sephadex), mit Acrylamid vernetzte 
Agarosen (Ultrogele) und raumvemetzte Acrylamide (Biogele), deren AuschiuBgrenzen groBer als die zur 
Auftrennung verwendeten Separationsgrenzen sind. 

Die Molekularsiebfiltration wird, falls mehrere Trennstuf en zur Anwendung kommen, vorzugsweise als einer 
der Ersten durchgefuhrt. Je nach dem Langen- 

Durchmesser-Verhaitnis der verwendeten Saule und dem Teilchendurchmesser der Gelmatrix, welche die 
theoretische Bodenzahl der Saule beeinfiussen, wird die Molekularsiebfiltration als "praparativ" oder "analy- 
tisch" bezeichnet Sie wird als "praparativ* bezeichnet, wenn die Chromatographic an Saulen mit einem Dimen- 
sionsverhaltnis Lange: Durchmesser bis 10:1 und einer Beladung von bis zu 1/3 des Sauleninhalts bzw. unter 
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voller Ausnutzung des gesamten, matrizentypischen Separationsvolumens durchgefuhrt wird. "Analytisch" be- 
deutet ein Langen-Durchmesser-Verhaltnis iiber JO : 1, vorzugsweise etwa 50 : 1, und eine Beladung bis maximal 
3% des Sauleninhaltes, auch bei HPLC-Versionen. 

Bei der praparativen Molekularsiebchromatographie werden Gelmatrizen mit moglichst groBer Teilch en gro- 
Be benutzt, urn schnelle DurchfluBraten der oft etwas viskosen Proteinlosungen bei moglichst niedrigen Drucken 5 
zu erzieien. Bei der analytischen Molekularsiebfiltration wird die TeilchengroBe der Gelmatrix so klein wie 
moglich gewahit, um eine maximale theoretische Bodenzahl der Saule bei technisch und sicherheitsmaBig 
verwertbarem Druck und einer FluBgeschwindigkeit der mobilen Phase von 2 bis 4 cm/h zu erreicherL Diese 
Parameter sind von der Gelmatrixstruktur abhangig und von Gel zu Gel verschieden. 

Falls mehrere praparative Molekularsiebfiitrationen nacheinander durchgefuhrt werden, kann die Separa- 10 
tionsgrenze abgestuft gewahit werden. Daran anschlieBend kann eine analytische Molekularsiebfiltration mit 
entsprechend abgestuften Separationsgrenzen durchgefuhrt werden. Die AusschiuBgrenze des verwendeten 
Gels muB jedenfalls groBer als etwa 10000 Daltons sein, um eine Volumenverteilung der RNP zwischen der 
stationaren Gelmatrixphase und der mobilen waBrigen Pufferphase zu erraoglichen. 

Die "AusschluBgrenze" bezeichnet den hydrodynamischen Parameter eines geldsten Teilchens, welcher der 15 
PorengroBe der Gelmatrix entspricht Teilchen mit groBerem hydrodynamischen Parameter konnen nicht mehr 
in die Gelmatrix eindringen (Volumenverteilungskoeffizient Kd = O). Die "Separationsgrenze" bezeichnet 
einen zur Trennung von gelosten Teilchen zweckmaBigerweise festgesetzten hydrodynamischen Parameter, der 
zwischen einemVolumenverteilungskoeffizientenKD ■* OundKo = 1 liegt 

Zur Molekularsiebfiltration werden die Substanzen geldst in einer die Substanzen nicht schadigenden Fliissig- 20 
keit auf das Molekularsieb aufgebracht Ein spezielleres Beispiel fur ein geeignetes Ldsungsmittel ist 0,003 mol/1 
Natriumkaliumphosphatldsung mit einem Gehalt von 0,3 mol/1 NaCl und 0.001 mol/1 Cystein und einern. pH- 
Wert von 7,4. Nach der Filtration werden die RNP enthaltenden Fraktionen in der nachstehend beschriebenen 
Weise konzentriert, und gegebenenf alls einem weiteren Reinigungsschritt unterzogen. 

Die Anionenaustauscher fur die Reinigung der Substanzen eignen sich beispielsweise mit Epichlorhydrin 25 
veraetzte Dextran-(Sephadex) oder Zellulosematrizen, an weiche funktionelie Gruppen mit Anionenaustau- 
scherkapazitat gekoppelt sind. Sie konnen nach Verwendung durch Regeneration wiederholt gebraucht werden. 
Bevorzugt wird ein in einer Pufferlosung vorgequollener und aquilibrierter schwacher Anionenaustauscher in 
der CI- Form, wie DEAE-Sephadex-A 50, verwendet und die Behandlung bei einem pH-Wert von 8 bis 10 
durchgefuhrt. Ein spezielles Beispiel fur eine solche Pufferlosung ist 0,01 mol/1 Tris-HCl, weiche 0,04 mol/1 NaCl 30 
und 0,001 mol/1 Cystein enthalt und einen pH-Wert von 8,0 hat 

Bei der Verwendung des Anionenaustauschers wird die Substanzfraktion einer solchen Menge Anionenaus- 
tauscher zugesetzt, die zur vollstandigen Adsorption der RNP und der positiv adsorbierenden Begleitproteine 
ausreicht Oblicherweise genugen dazu zwei Volumenteile gequoUener Anionenaustauscher pro Volumen kon- 
zentrierter Proteinfraktion. Die Reaktion kann entweder als Chroraatographieverfahren oder als leichter hand- 35 
habbares Eintopfadsorpdonsverfahren gestaltet werden. Im Eintopfverfahren wird die uberstehende Fliissigkeit 
rait den negativ adsorbierten Proteinen von dem mit den positiv adsorbierten RNP und andere Substanzen 
beladenen Anionenaustauscher, beispielsweise durch Fiitrieren (in der Chromatographies aule), Dekantieren 
oder Zentrifugieren (im Eintopfverfahren) abgetrennt Der beladene Anionenaustauscher wird durch Waschen 
mit Wasser oder einer Salzlosung, weiche eine zu 0,04 mol/1 NaCl aquivalente maximale Ionenstarke hat, 40 
vorzugsweise hdchstens etwa 15°C von anhaftenden, negativ adsorbierten Verbindungen befreit Ein spezielles 
Beispiel fur eine zum Auswaschen geeignete Salzlosung ist die erwahnte Tris-HCI-Pufferlosung vom pH-Wert 
8,0. 

Der von negativ adsorbierten Verbindungen befreite, mit RNP und anderen Substanzen beladene Anionen- 
austauscher wird nun mit einer Proteine nicht schadigenden waBrigen Salzlosung eluiert, weiche eine groBer als 45 
0,04 mol/1 NaCl entsprechende Ionenstarke und einen pH-Wert zwischen 4,0 und 10,0 hat Vorzugsweise wird 
eine Salzlosung hoher Ionenstarke mit einem pH-Wert von 5,0 bis 7,0 verwendet Ein spezielles Beispiel f ur eine 
derartige Salzlosung ist eine 2,0 mol/1 NaCl-Losung, weiche mit 0,01 mol/1 Piperazin-HCl vom pH-Wert 6,5 
gepuffert ist und weiche 0,001 mol/l Cystein enthalt 

Wird die Anionenaustauscherreaktion als Chromatographieverfahren gestaltet, so kann die Elution der RNP 50 
und anderen Substanzen auch durch einen linearen NaCl-Konzentrationsgradienten erfolgen. 

Als Kationenaustauscher eignen sich fur die Reinigung der Proteinfraktion beispielsweise mit Epichlorhydrin 
vernetzte Dextran-(Sephadex) oder Zellulosematrizen, an weiche funktionelie Gruppen mit Kationenaustau- 
scherkapazitat gekoppelt sind. Sie konnen nach Verwendung durch Regeneration wiederholt gebraucht werden. 
Bevorzugt wird ein schwach saurer Kataionenaustauscher in der Na + -Form f wie CM-Sephadex C-50, verwen- 55 
det, und die Behandlung bei einem pH-Wert von 4 bis 6 durchgefuhrt Die Substanzfraktionen konnen zur 
Erleichterung der Einstellung der Beladungsgleichgewichte vor der Behandlung mit dem Kationenaustauscher 
mit einer Proteine nicht schadigenden Salzlosung verdunnt werden, weiche eine zu 0,04 mol NaCl/Liter aquiva- 
lente maximale Ionenstarke hat Sie kann gleichzeitig zur Einstellung des pH-Wertes dienen. Ein spezielles 
Beispiel fur eine derartige Salzlosung ist eine 0,001 mol/1 Kaliumphosphat- Acetatpufferlosung mit einem Gehalt 60 
von 0,04 mol/I NaCl und einem pH-Wert von 4 bis 6. Diese Kationenaustauscherreaktion kann sowohl als 
Chromatographieverfahren als auch als technisch ieicht handhabbares Eintopfverfahren gestattet werden. 

Der Kationenaustauscher wird der Substanzfraktion in einer Menge zugesetzt, die ausreicht, um die Protein- 
fraktion zu adsorbieren. Oblicherweise genugen dazu etwa 2 Volumenteile gequoUener Ionenaustauscher pro 
Volumenteil Proteinfraktion. Sodann wird die uberstehende Flussigkeit von dem mit den Substanzen beladenen 65 
Kationenaustauscher, beispielsweise durch Dekantieren oder Zentrifugieren, abgetrennt Der beladene Katio- 
nenaustauscher wird durch Waschen mit Wasser oder einer Salzlosung, weiche eine in 0,04 mol/1 NaCl aquiva- 
lente maximale Ionenstarke hat, vorzugsweise bei einem pH-Wert von etwa 4 bis 6 und einer Temperatur von 
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vorzugsweise hochstens etwa 15° C von anhaftenden, nicht adsorbierten Verbindungen befreit. Ein spezielles 
Beispiel fur eine zum Auswaschen geeignete Salzlosung ist die erwahnte ICaliumphosphat-Acetat-Pufferlosung 
vora pH- Wert 5,0. 

Der von negativ adsorbierten Verbindungen befreite, mit den Substanzen beladene Kationenaustauscher wird 
nun mit einer Proteine und NukJeinsauren nicht schadigenden waBrigen Salzlosung eluiert Vorzugsweise wird 
hierzu eine Salzlosung hoher lonenstarke rait einem pH-Wert von etwa 4 bis 10 verwendet Spezielle Beispiele 
fur derartige Salzldsungen sind eine waBrige 0,5 raol/1 Kaliumphosphatlosung vom pH-Wert 6,5 bis 7,5 oder eine 
2 bis 5 mol/l Natriumchloridldsung vom gleichen pH-Wert 

FQr die Chromatographic an Hydroxylapatit werden moglicherweise aus vorangegangenen Schritten vorhan- 
dene Salze, z. B. Aramoniumsulfat und vor alien Phosphate, vorzugsweise durch Dialyse oder Ultrafiltration an 
einer Membran mit einer AusschluBgrenze von 500 Daltons, vor dem Aufbringen auf den Hydroxylapatit 
entfernt Abgesehen von der Vlskositatserhohung durch Fremdzusatze ist aber fur das Gelingen der Chromato- 
graphic an Hydroxylapatit lediglich die Phosphatkonzentratiofl der Protemlosung kritisch. Die Eluierung der 
Substanzen erfolgt durch einen Kaliumphosphat-Konzentrationsgradienten, der vorzugsweise linear ist Die 
RNP enthaltenden Fraktionen werden gesammeit und in der nachstehend erwahnten Weise konzentriert 

Die Verwendung von Hydoxylapatit ist fur die strukturschonende Reingewinnung des metallhaltigen RNP 
von wesentlicher Bedeutung. Aus technischen und wirtschaftlichen Grunden ist es aber mit erheblichen Schwie- 
rigkeiten verbunden, groBere Substanzvolumina an Hydroxyiapatitsaulen zu chromatographiererL Einerseits 
neigt namlich Hydroxylapatit bei groBeren Substanzvolumina sehr stark zur Verstopfung und wird dadurch 
unbrauchbar. Andererseits ist Hydroxylapatit teuer, was seinem Einsatz in groBerem MaBstab entgegensteht 
Aus diesen Grunden ist es im erfindungsgemaBen Verfahren bevorzugt, aus den Substanzfraktionen, in denen 
die bioaktiven RNP als Spuren enthalten sind, bereits vor der Chromatographic an Hydroxylapatit einen 
GroBteil der begleitenden Fremdproteine durch geeignete Verfahrensschritte abzutrennen und dadurch das 
Proteinvolumen, das auf die Hydroxylapatitsaule aufgebracht werden muB, entscheidend zu verkleinern. 

Bei der Zonenprazipitationschromatographie (vgL J. Porath, Nature, Bd. 196 (1962), S. 47—48) werden Pro- 
teinverunreinigungen der bioaktiven RNP durch Aussalzfraktionierung der Proteine mittels eines Salzkonzen- 
trationsgradienten abgetrennt 

Grundprinzip der Proteintrennung mittels der Zonenprazipitationschromatographie sind unterschiedliche, 
strukturgegebene reversible Loslichkeitseigenschaften der Proteine und RNP. Sie gehoren zu den empfindlich- 
sten molekularen Trennparametern und wurden haufig als Kriteriurn fur den Nachweis der molekuiaren Einheit- 
lichkeit eines Proteins verwendet. Dabei konnen Temperaturen und pH-Wert, Dimension der Saule, Art des 
Salzes, Form des Gradienten und Beladung der Saule in einem verhaltnismaBig breiten Bereich variiert werden. 

Die Temperatur bei der Zonenprazipitationschromatographie kann etwa 0 bis 40° C betragen. Bevorzugt ist 
ein Temperaturbereich von etwa 0 bis 10°Q insbesondere etwa 4 bis 6°C Der pH-Wert kann zwischen etwa 4 
und 10 liegen; bevorzugt ist ein pH-Wert ira Bereich von 6 bis 8, insbesondere etwa 7. Das Verhaltnis von Lange: 
Durchmesser der verwendeten Saule soil groBer als etwa 10 : 1 sein, bevorzugt ist ein Verhaltnis von 30 bis 
100 : 1, insbesondere etwa 50 : 1. Als Salze kommen alle Proteine und NukJeinsauren nicht schadigenden Salze 
zur Ausfuhrung in Frage. Beispiele fur solche Salze sind Natriumkaliumphosphat, Ammoniumsulfat und Natri- 
umsulfat Bevorzugt wird Ammoniumsulfat verwendet 

Der Salzkonzentrationsgradient kann jede beliebige Form haben, so lange die Aussalzpunkte der Proteine 
laufstreckenmaBig getrennt sind. Bevorzugt sind lineare Konzentrationsgradienten, insbesondere ein ansteigen- 
der linearer Konzentrationsgradient von 25 bis 100% Ammoniumsuifatsattigung. Die Beladung der Saule 
betragt hdchstens etwa 5%, vorzugsweise etwa 1%. 

Die Kreislauf- oder Kaskadenmolekularsiebfiltration kann unter den Bedingungen durchgefuhrt werden, die 
vorstehend fur die anlaytische Molekularsiebfiltration beschrieben sind. Es konnen die gleichen Molekularsiebe 
und die gleichen Saulenbedingungen verwendet werden. Bevorzugt ist Sephadex G 50 bei einem LangeDurch- 
messer- Verhaltnis der Saule von mindestens etwa 50 : 1 und einer Beladung von hochstens etwa 3% des 
Sauleninhaltes. Als Losungsmittel und zur Eluierung werden vorzugsweise die bei der anlaytischen Molekular- 
siebfiltration benutzten Losungsmittel eingesetzt 

Bei der Kreislaufmolekularsiebfiltration wird das Eluat bei den festgelegten Separationsgrenzen im Kreislauf 
wieder in die gleiche Saule geleitet Auf diese Weise wird die Laufstrecke der Molekule differentieli verlangert 
Bei einer anderen Ausfuhrungsform, der Kaskadenmolekuiarsiebfiltration, wird das Eluat bei den festgelegten 
Separationsgrenzen auf eine neue Saule mit gleichen oder ahnlich definierten Pararaetern geleitet 

Zwischen den vorstehend erlauterten Reinigungsschritten kdnnen die erhaltenen, bioaktive RNP-enthalten- 
den Substanzlosungen zu nachfolgenden Auftrennungen der Proteine/RNP von unerwunschten Salzen gereinigt 
und konzentriert werden. Diese Konzentration (Abtrennen des GroBteils der waBrigen Salzlosung von den 
Substanzen kann auf verschiedene Weise erfolgen. Beispielsweise konnen die bioaktiven RNP und die Begleit- 
substanzen durch Ultrafiltration oder Entw&sserungsdialyse an einer Membran mit der AusschluBgrenze 500 
Daltons oder durch Lyophilisieren konzentriert werden. Dazu kann auch eine Molekularsiebfiltration durch 
Wahi der entsprechenden mobilen Phase in ublicher Weise modifiziert angewendet werden. Bei den Molekular- 
siebfiltrationen wird der Substanzlosung vorzugsweise etwa 0,4 mol/l Ammoniumsulfat zugesetzt Im Gegensatz 
zu hoheren Konzentrationen hat das Ammoniumsulfat in dieser Konzentration einen starken Einsalzeffekt 
gegenttber Proteinen. Durch diese MaBnahmen werden demnach die Proteine wahrend der Molukularsiebfiltra- 
tion in Losung gehalten. Ferner verhindert Ammoniumsulfat das bakterielle Wachstum und hemmt gewisse 
Enzyme. Dadurch tragt es zur Stabilisierung der bioaktiven RNP bei, vor allem wenn die Chromatographic bei 
hoheren Temperaturen (uber etwa 20°) und unter nicht sterilen Bedingungen durchgefuhrt wird. 

Die Temperatur und pH-Bedingungen sind bei der Durchfuhrung der Reinigungsschritte nicht besonders 
kritisch. Wenn die Erhaltung der nativen Klonformation der Substanzen beabsichtigt ist, empfiehlt sich die 
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Einhaltung einer Temperatur im Bereich von etwa 0 bis 8°C, vorzugsweise etwa 0 bis 4°C Ferner mussen die 
Trenn- und Reinigungsstufen unter im wesentlichen physiologischen pH- und Salzbedingungen durchgefuhrt 
werdeiL Ein wesentlicher Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht darin, daB die Einhaltung dieser 
Bedingungen erstnials leicht moglich ist Zur Oxidationsverhinderung wird die Substanzlosung vorzugsweise 
ferner mit etwa 0,001 raol/1 Cystein versetzt 

Die erhaitenen bioaktiven RNP konnen in einer gepufferten physiologischen Salzlosung, beispielsweise in 
0,0015 raol/l Natriumkaliumphosphatlosung, die 0,15 mol/1 (0$%) NaCl und 0,001 mol/I Cystein enthalt und einen 
pH- Wert von 7,4 aufweist, nach ubiicher Filtersterilisation (0,2 \im Porenweite) nativ und biologisch aktiv auch 
bei Raumternperatur (fur mindestens 200 Stunden) oder eingefroren bei -25°C (fur mindestens 5 Jahre) aufbe- 
wahrt werden. Diese Stabilitat der bioaktiven RNP kann unter anderem als eines der Kriterien fur ihren 
hochreinen Zustand angesehen werden. 

Die erfindungsgemaBen RNP konnen auch unter Verwendung chemisch oder biologisch synthetisierter 
Teilsequenzen oder Teilen und homologen Sequenzen davon hergestelit werden. Bevorzugt ist, daB man die 
chemisch oder biologisch synthetisierten Oligonukleotid- oder Antisensenukleotidsequenzen in vivo oder in 
vitro, welche die nach Anspruch 1 gegebenen Teilsequenzen codieren, mit mindestens 6 Basen in der PCR-Reak- 
tion einsetzt oder die Antisense-BioprozeBtechnik einsetzt 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. In den Beispielen wird die Gewinnung der RNP-Morphogene ausge- 
hend von Leukozyten aus Schweineblut beschrieben. Die Erfindung ist jedoch nicht auf diese Ausfuhrungsform 
beschrankt Es konnen auch Zellen des retikulo-endothelialen Systems bzw. Entzundungs-, Wundgewebe oder 
-flussigkeit (Exsudat) anderer Sauger verwendet werdert 

Beispiel 1 

Es wird die Herstellung von bioaktiven RNP aus einer Kulturlosung einer gemischten LeukozytenpopuJation 
und die Abtrennung des Monocyto-CuRNP von den ubrigen Bestandteilen der Kulturlosung erlautert Samtli- 
che Arbeitsschritte werden bei 0 bis 8°C in Gegenwart von 0,001 mol/ Cystein durchgefuhrt, sofem nichts 
anderes angegeben ist. Die Zentrifugationen erfolgen wie beschrieben, entweder einstufig oder zweistufig (als 
DurchfluBzentrifugation). 

50 kg (etwa 10 14 ) Leukozyten werden als gemischte Zellpopulation physiologischer Zusammensetzung aus 
10 000 Liter Schweineblut isoliert und in 20 Chargen zu 2,5 kg (etwa 5 x 10 12 Zellen) unter sterilen Bedingungen 
kultiviert Als Kulturlosung wird z. B. das in Tabelle 1 aufgefuhrte Medium verwendet Pro Charge werden 50 1 
Kulturmedium eingesetzt Die Kultur wird in Glasgefafien ausgefuhrt Die Zelldichte betragt anfangs 108 
Zellen/mL Die Kultur wird bei 37° C in einer Atmosphare von 1 v/v % CG 2 fur 40 Stunden aufrechterhaiten. 
Wahrend dieser Zeit wird die Zellsuspension langsam geruhrt (60 U.p.M.) und mit sterilen, pyrogenfreien 
wassergewaschenen, bei etwa 500° C in einem Quarzrohr hitzedekontaminierten, feinen (kleiner als 1 mm) 
Luftblasen (etwa 5 1 Luft/Std) durchflutet Zusatzlich zum Sauerstoffpartialdruck wird der pH-Wert (7,1) und der 
D-GIucosespiegel gemessen und konstant gehalten. Durch den Gehalt des Kulturmediums an einem polyvalen- 
ten Lektin (CON) werden die Zellen wahrend der Kultur stimuliert. Zahl, Differential und morphologische 
Lebensfahigkeit (FarbstoffausschluBtest) der Zellen werden laufend mit ublichen Methoden der Hamatologie 
und Zellkuiturtechnik bestimmt Die funktionelle Lebensfahigkeit der Zellen wird aufgrund ihrer Motilitat und 
Stimulierbarkeit mit chemokinetischen und chemotaktischen Proteinen gemessen, Mitosen werden durch Chro- 
mosomenzahlung bestimmt Die morphologische Lebensfahigkeit der Zellen am Endeder biotechnischen Kultur 
ist > 85%. Der gesamte Zellverlust (hauptsachlich Granulozyten) wahrend der Kultur Iiegt bei hochstens 20%, 
was fur prim are Zellkulturen normal ist. 

Die Kultur wird durch Trennung der Zellen von der uberstehenden Losung durch 10 Minuten Zentrifugieren 
bei 500 x g und 10°C beendet Die Zellen werden zweimal mit einer Salzlosung gewaschen, die 0,15 mol/l NaCI 
und 0,0015 mol/1 Natriumkaliumphosphat enthalt, und den pH-Wert 7,1 aufweist Sie konnen anderweitig 
verwendet werden. 

Die Kulturlosung wird sodann bei 10 000 x g 1 Stunde Iang bei 4°C zur Entfernung von Schwebeteilchen 
erneut zentrifugiert Die erhaltene klare Kulturlosung (zusammen 1000 I mit einem Gehalt von etwa 1400 g 
Proteinen und anderen Makromolekulen) wird unmittelbar der Aussalzfraktionierung mit Ammoniumsulfat 
unterworfen. 

1. Schritt der Reinigung (Aussalzfraktionierung) 

Die Kulturlosung wird mit 0,5 mol/1 Natriumkalium-Phosphat-Pufferlosung bis zu einer Endkonzentration 
von 0,1 mol/1 versetzt Ferner wird festes L-Cystein bis zu einer Konzentration von 0,001 mol/1 zugesetzt 

Dann wird die Kulturldsung durch Zugabe von 199 g Ammoniumsulfat/1 Ldsung auf eine Ammoniumsulfat- 
Sattigungskonzentration von 35% eingestellt Wahrend der Zugabe wird der pH-Wert der LSsung laufend 
kontrolliert und durch Zusatz von 2 n Ammoniak auf 6,7 gehaltea Ein Teil der Proteine fallt aus der Losung aus. 
Der Proteinniederschlag wird durch einstundiges Zentrifugieren bei 10 000 x g vom geloste Substanzen 
enthaltenden Oberstand abgetrennt Es wird die Proteinfraktion 1 als ammoniumsulfathaltiger Proteinschlamm 
erhalten, der etwa 100 g Protein enthalt 

AnschlieBend wird die Kulturlosung durch Zugabe von 60 g Amrnoniumsuifat/1 Losung auf eine Ammoniums- 
ulfat-Sattigungskonzentration von 45% eingestellt Wahrend der Zugabe wird der pH-Wert der Losung laufend 
kontrolliert und durch Zusatz von 2 n Ammoniak auf 6,7 gehaltea. Ein weiterer Teil der Proteine fallt aus der 
Losung aus. Der Proteinniederschlag wird durch einstiindiges Zentrifugieren bei 10 000 x g vom gel6ste 
Substanzen enthaltenden Oberstand abgetrennt Es wird die Proteinrohfraktion 2 als ammoniumsulfathaltiger 



13 



196 28 895 Al 

Proteinschlamm erhalten, der etwa 60 g Protein enthalt. Die Proteinrohfraktion 2 kann ebenfalls getrennt unci 
nach dem nachstehend angegebenen Verfahren zur Gewinnung ihrer Inhaltsstoffe aufgearbeitet werdea 

Sodann wird die Kuiturlosung durch Zugabe von 323 g Ammoniumsulfat/1 Losung auf eine Ammomumsulfat- 
Sattigungskorizentration von 90% eingesteilt Wahrend der Zugabe wird der pH-Wert der Losung laufend 
kontrolliert und durch Zusatz von 2 n Ammoniak auf 6,7 gehalten. Ein weiterer Teil der Proteuie fallt aus der 
Losung aus. Der Proteinniederschlag wird durch einstiindiges Zentrifugieren bei 10 000 x g vom geloste 
Substanzen enthaltenden Oberstand abgetrennt Es wird die Proteinrohfraktion 3 als ammoruumsulfathaluger 
Proteinschlamm erhalten, der etwa 1080 g Protein enthalt In dieser Fraktion befmdet sich auch der GroBteil des 
Serumalbumins. Die Proteinrohfraktion 3 wird ebenfalls nach dem nachstehend angegebenen Verfahren zur 
Gewinnung ihrer Inhaltsstoffe aufgearbeitet Der Oberstand 4 der Rohfraktion enthalt 160 g Protein und andere 
MakroraelekQle, In diesem Oberstand befinden sich bioaktive monozytare RNP. 

Der proteinhaltige Oberstand 4 wird mit dem gleichen Volumen Pufferlosung A (0,15 mol/1 NaCl 0,0015 mol/1 
Natriumkaliumphosphat, 0,001 moU L-Cystein; pH 7,4) auf einen Ammoniumsulfat-Sattigungsgrad von 45% und 
eine Phosphatkonzentration von 0,05 mol/1 verdunnt Diese Losung wird tiber einer Membran mit der Aus- 
schluBgrenze 500 Daltons konzentriert Die in der Losung enthaltenen Substanzen werden als Retentatlosung 
mit einem Volumen von 13 I erhalten (etwa 100-fache Konzentrierung). 

Die Retentatlosung wird getrennt weiter gereinigt », , , i 

Die Retentatlosung wird in der vorstehend erlauterten Weise gereinigt, wobei der praparativen Molekular- 
siebfiltration eine Anionenaustauscherchromatographie in der Reihenfolge voran gestellt wird. AuBerdem wird 
in der praparativen Molekularsiebfiltration und in der analytischen Kreislaufmolekularsiebfiltration anstelle von 
Ultrogel AcA eine mit Epichlorhydrin vernetzte Dextranmolekularsiebmatrix (Sephadex G-50) mit einer Teil- 
chengroBe von 40 bis 120 bzw. 20 bis 80 jim verwendet # 

Bei der praparativen Molekularsiebfiltration werden die Separationsgrenzen auf 7000 bis 3000 Daltons 
eingesteilt Bei der Chromatographic an Hydroxylapatit werden RNP bei einer mittleren Phosphatkonzentra- 
tion von 0,001 mol/l- 1,0 mol/ eluiert Bei der Zonenprazipitationschromatographie wird RNP in der Frontver- 
teilung eluiert. In der analytischen Kreislaufmolekularsiebfiltration wird das Eluat bei einer Separationsgrenze 
von 7000 im Kreislauf gefuhit 

Es werden etwa 8 mg RNP mit einer Reinheit > 95% erhalten. 

Beispiel 2 

■ 3,5 kg (etwa 7 x 10 12 ) Monozyten, die aus Schweineblut gewonnen wurden, werden unter den in Beispiel 1 
angegebenen Bedingungen kultiviert Durch den Gehalt des Kulturmediums an einem polyvalenten Lektin 
(CON) werden die Zellen wahrend der Kultur stimulierL . 

Die in der Kuiturlosung entstandenen RNP werden nach dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren isoliert 
und in hochreinem Zustand gewonnen. Es werden ahnliche Ausbeuten wie in Beispiel 1 erreicht 

Beispiel 3 

Es wird die Herstellung von bioaktiven RNP aus einem Entzundungsgewebe und die Abtrennung der darin 
enthaltenen RNP von den ubrigen Bestandteilen des Gewebes beschrieben. Es werden 500 g mfarktiertes, 
entzundetes Herzmuskelgewebe vom Hund verwendet Das Herzmuskelgewebe wird bei 0-4° C im Fleischwolf 
zerkleinert und mit dem dreif achen Volumen seines Gewichtes einer 0,05 mol/1 Natriumkaliumphosphat-Puffer- 
losung versetzt, welche 0,001 mol/1 Cystein enthalt, pH 6,80. Die erhaltene Suspension wird mit emem Homoge- 
nisator (Ultraturax) homogenisiert. AnschlieBend wird der Oberstand, der die loslichen Anteile des Entzun- 
dungsgewebes enthalt, von den ungelosten Bestandteilen durch Zentrifugieren bei 10 000 x g abgetrennt Die 
Arbeiten werden bei einer Temperatur von 4°C durchgefuhrt Dann wird die erhaltene Losung 3 Stunden bei 
100 000 x g zentrifugiert Die dabei erhaltene klare Ldsung wird von der oben aufschwimmenden Upidschicht 

^Dle^ erhaltene RNP enthaltende klare Losung wird nun gemaB Beispiel 1 einer fraktionierten Fallung mit 
Ammoniumsulfat unterzogen. Die erhaltene konzentrierte Retentatlosung wird gemaB Beispiel 1 auf die RNP 
aufgearbeitet Es werden etwa 0,03 mg RNP Morphogen erhalten. 

Beispiel 4 

GemaB Beispiel 3 wird ein Homogenisat von 500 g Leukozyten hergestellt und in der dort angegebenen 
Pufferlosung suspendiert Die Aufarbeitung auf die in den Leukozyten enthaltenen bioaktiven RNP erfolgt 
gemaB Beispiel 1. In den nicht unter Stimulierung kultivierten Leukozyten sind nur verhaltnismaBig gennge 
(etwa 1%) Mengen von Monozyto-RNP enthalten. Die Ausbeuten betragen etwa 1 ug RNP. 

PatentansprOche 

1. Bioaktives, metallhaitiges Ribonukleotidpolypeptid, dadurch gekennzeichnet, daB es folgende Teilse- 
quenz der Nukleotide im RNA-Teil: 

AAAGAGAAAGCUGCUCCGAAGNCAG 

und folgende Sequenz von Aminosauren oder Teilsequenz oder Derivat davon im Peptidteil 
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enthalt 

2. Ribonukleotidpoiypeptid gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB es raindestens ein Metallion 
im RNP-Komplex enthalt 

3. Ribonukleoridpolypeptid gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB es raindestens eine 
modifizierte Base im RNA-Teil enthalt, von denen eine durch Isoguanosin reprasentiert wird. 1 10 

4. Ribonuldeotidpolypeptid gemaB einem der Anspriiche i bis 3, dadurch gekennzeichnet daB die Moleku- 
Iarraasse des nativen RNP etwa 40.000 Dalton betragt 

5. Verfahren zur Herstellung der bioaktiven RNP nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB man Zellen, Gewebe, biologische Fliissigkeiten, Exsudate, Blut, Leukozyten, EntzQndungsgewebe, 
Hybridome, genbiologische Rekornbinanten, Leukozyten oder EntzQndungsgewebe und Teile davon ein- 15 
zeln oder gemeinsam homogenisiert, lysiert oder diese kultiviert und die entstandenen bioaktiven RNP aus 
den Homogenaten, Lysaten oder der uberstehenden Kulturldsung gewinnt 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man eine gemischte Populationen von Zellen 
oder Gewebeteilen des Reticulo-Endotheliaien Systems oder der Abwehrzellen kultiviert 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man die Leukozyten in einem vollsyntheti- 20 
schen, serumfreien Zellkulturmedium kultiviert 

8. Verfahren nach Anspruch 5 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB man wahrend der Kultur die Leukozyten 
durch Mitogene stimuliert 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Anregung der Leukozyten ein 
polyvalentes Mitogen oder Endotoxin-Mitogen zusetzt oder eine Immunreaktion an der Zelloberflache 25 
auslost 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Leukozyten durch Zusatz eines 
Lektins anregt 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Lektin aus Canavalia ensiformis 
(Concanavalin A, (CON)) verwendet 30 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB man die Kultur der 
Leukozyten in einem Zellkulturmedium mit der in Tabelle 1 angegebenen Zusammensetzung durchfuhrt, 
das Senimalbuimin als einziges Protein enthalt 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB man die Kultur der 
Leukozyten etwa 40Stunden bei etwa 37° C und einer Konzentration bis zu etwa 10 7 bis 10 s Zellen/ml 35 
Kulturlosung unter einem C02-Partialdruck von etwa 1% und unter ausreichender Sauerstoffzufuhr fur die 
Kultur durchfuhrt 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB man aus Homogenaten, 
Lysaten oder Zellkulturidsungen nach der Beendigung der Kultur durch Abtrennen der Zellen und/oder 
Gewebeteile, die in den LSsungen enthaltenen Substanzen durch Dialyse, Ultrafiltration, Aussalzen aus der 40 
Losung, und den in der gesattigten Salzldsung loslichen Substanzanteil durch Konzentrieren dieser Ldsung 
gewinnt 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB man Ammoniumsulfat zum Aussalzen 
verwendet 

1 6. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB man die Ammoniumsulfatkonzentration der 45 
Losung stufenweise erhoht, nach jedem Ammoniurasulfatzusatz die ausgefallenen Substanzen abtrennt und 
damit mehrere Rohfraktionen mit abgestufter Losiichkeit bei verschiedener Ammoniumsulfatkonzentra- 
tion gewinnt 

1 7. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB man die Ammoniumsulfatkonzentration der 
Losung stufenweise auf 35%, 45% und 90% Sattigung einstellt 50 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB man die Losung des 
Homogenats oder Lysats oder den Oberstand der Aussalzfallung nach dem Abtrennen des Substanznieder- 
schlags durch Ultrafiltration oder Dialyse konzentriert 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB man die durch stufenweise 
Aussalzung gewonnenen Rohfraktionen und den konzentrierten Oberstand der Aussalzfallung getrennt auf 55 
bioaktive RNP auf arbeitet 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB man die Aufarbeitung der 
Rohfraktionen und die Gewinnung der bioaktiven RNP durch praparative und analytische Molekularsieb- 
filtration, Anionen- und Kationenaustauscherchromatographie bzw. -ein topf adsorptions verfahren, Chro- 
matographic an Hydroxylapatit, Zonenprazipitationschromatographie und/oder Kreislauf- oder Kaskaden- 60 
molekularsiebfiltration in normaler oder HPLC Ausfiihrung durchfuhrt 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB man mindestens zwei der genannten Reini- 
gungsschritte nacheinander durchfuhrt 

22. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB man mindestens drei der genannten Reini- 
gungsschritte hintereinander durchfuhrt 65 

23. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet daB man zur Gewinnung eines monocytaren RNP 
eine gemischte Leukozyten population oder nur Monozyten kultiviert, wahrend der Kultur die Zellen durch 
CON stimuliert, die Kulturlosung nach Beendigung der Kultur mit Ammoniumsulfat bis zu einer Sattigung 
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von 90% versetzt, die ausgefallenen Proteine von dem ammoniumsulfathaltigen Oberstand abtrennt, den 
Qberstand konzentriert, durch praparative Molekularsiebfiltration, einen Anionenaustauscherchromato- 
graphie-Schritt, einen Kationenaustauscherchromatographie-Schritt, eine Chromatographie an Hydroxyla- 
patit, eine Zonenprazipitationschromatographie und eine Kaskadenmolekularsiebfiltration reinigt und nach 
5 Abtrennung der begleitenden Fremdsubstanzen im Eluat der Kaskadenmolekularsiebfiltratioa in hochger- 

einigter Form gewinnt 

24. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Gewinnung eines Ieukozytaren RNP 
eine gemischte Leukozytenpopulation oder nur Granulozyten kultiviert, gegebenenialls wahrend der Kul- 
tur die Zellen durch CON stimuliert, die Kulturlosung nach Beendigung der Kultur mit Ammoniurasulfat bis 

to zu einer Sattigung von 35% versetzt, die ausgefallenen Proteine von dem ammoniumsulfathaltigen Ober- 

stand abtrennt, wieder aufldst und durch einen Anionenaustauscherchromatographieschritt, eine praparati- 
ve Molekularsiebfiltration, eine Kationenaustatischerchroraatographie-Schritt, eine Chromatographie an 
Hydroxylapatit, eine Zonenprazipitationschromatographie und eine Kaskadenmolekularsiebfiltration rei- 
nigt und nach Abtrennung der begleitenden Fremdproteine das leukozytare RNP im Eluat der Kaskaden- 

!5 molekularsiebfiltration in hochgereinigter Form gewinnt 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 5 und 14 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daB man statt der 
Kulturlosung der Leukozyten den ldslichen Anteil eines Leukozyten- bzw. Entzundungsgewebe-Homoge- 
nats aus naturlicher oder rekombinanter Zellform verwendet 

26. Verfahren zur Herstellung der bioaktiven RNP nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
20 net, daB man die chemisch und/oder molekularbiologisch sythetisierten Sequenzen oder Teile und homolo- 

gen Sequenzen davon zur Herstellung verwendet 

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, daB man die chemisch und/oder biologisch 
synthetisierten Oligonucieotid- oder Antisensenucleotidsequenzen in vivo und in vitro, welche die nach 
Anspruch 1 gegebenen Teilsequenzen codieren, mit mindestens 6 Basen (oder Teilen und homologen 

25 Sequenzen davon) dieser Strukturen durch in vitro- oder vivo-Methoden, insbesondere durch die Polymera- 

sekettenreaktion ("PCR, Polymerase Chain Reaction") und/oder die Antisense-BioprozeBtechnik zur Her- 
stellung einzeln oder zusammen verwendet 

28. Arzneimittel zur spezifischen Beeinflussung der BiutgefaBbildung (Angiomorphogenese) und des vasku- 
laren Zustandes eines Gewebes des ICorpers von Saugern, gekennzeichnet durch einen G«halt an minde- 

30 stens einem RNP nach Anspruch 1 bis 4 und/oder molekularbiologischen Aquivalenzstrukturen und/oder 

Teilen und/oder Derivaten davon und ubliche Trager-, Hilfs- und Zusatzstoffe. 

29. Arzneimittel zur spezifischen Beeinflussung und/oder Diagnostik bzw. Analytik der Angiomorphogene- 
se und des vaskularen Zustandes eines Gewebes des Korpers von Saugern, gekennzeichnet durch einen 
Gehalt an mindestens einem anti-RNP- Immunoglobulin und/oder molekularbiologischer Aquivalenzstruk- 

35 turen und/oder Teilen und/oder Derivaten davon. 

30. Verwendung mindestens eines RNP nach einem der Anspruche 1 bis 4 und/oder molekularbiologischer 
Aquivalenzstrukturen und/oder Teilen und/oder Derivaten davon zur spezifischen Beeinflussung und/oder 
Diagnostik bzw. Analytik der Angiogenese und des vaskularen Zustandes eines Gewebes des Korpers von 
Saugern. 

40 31. Verwendung von mindestens einem Anti-RNP-Immunoglobulin und/oder molekularbiologischer Aqui- 

valenzstrukturen und/oder Teilen und/oder Derivaten davon zur spezifischen Beeinflussung und/oder 
Diagnostik bzw. Analytik der Angiogenese und des vaskularen Zustandes eines Gewebes des Korpers von 
Saugern. 

32. Arznei- und Hilfsmittel zur Obertragung ("shuttle") genetischer Information in Zellen, gekennzeichnet 
45 durch einen Gehalt an mindestens einem RNP nach einem der Anspruche 1 bis 4 und/oder Teilen und/oder 

Derivaten davon. 

33. Arznei- und Hilfsmittel zur selektiven Veranderung des Nukleinsauregehaltes von Zellen, gekennzeich- 
net durch einen Gehalt an mindestens einem RNP nach einem Anspruche 1 bis 4 und/oder Teilen und/oder 
Derivaten davon. 

50 
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